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BSA     Bovine Serum Albumin 
2,4-D   2,4-dichlorofenoxyacetic acid 
DTT     ジチオスレイトール(dithiothreitol) 
EDTA    ethylenediaminetetraacetic acid 
ELO     Elongase 
FAE     Fatty Acid Elongase 
HEPES   4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HRAC    Herbicide Resistance Action Committee 
NADH    nicotine amide adenine dinucleotide 
NADPH   nicotine amide adenine dinucleotide phosphate 
PVPP    ポリビニルポリピロリドン(polyvinylpolypyrrolidone) 
VLCFA   超長鎖脂肪酸(Very-Long-Chain Fatty Acid) 





























































光合成阻害剤のアトラジンが挙げられ、前者は P450、後者は GST による薬剤の
不活化が作物雑草間の選択性要因となっている[22,23]。 
3. VLCFAE について 
VLCFAE は植物クチクラのワックス層や細胞膜のスフィンゴ脂質の主成分であ
る超長鎖脂肪酸（Very-Long-Chain Fatty Acid; VLCFA）を合成する酵素である
[24,25]。VLCFA は炭素鎖が 20～30 以上の飽和脂肪酸や不飽和脂肪酸から成り、
葉緑体で生合成された C18 以上のアシル CoA にマロニル CoA の 2 つの炭素が付
加されることで生成する。従って、VLCFAE は C18 以上の脂肪酸の炭素数を 2 つ
ずつ伸長する酵素である（Fig. 0-2）。なお、VLCFAE は C16 から C18 の伸長反応
を触媒する活性も有しているが、本伸長反応は葉緑体の脂肪酸生合成酵素によ
っても触媒される。詳しく見ると、この VLCFA の生合成には 4 つの酵素系（縮
合酵素、2つの還元酵素、脱水酵素）が関与しており、最初の縮合反応を触媒し
ているのが VLCFAE である(Fig. 0-3)[17,25]。VLCFAE が触媒する反応が VLCFA




現時点ではその内の 8 種類の酵素が VLCFAE として同定されている[28-33]。そ
れらの機能解析によって、単一の VLCFAE が複数の炭素鎖伸長反応を触媒するこ
とが明らかになっている[26,27,30,32]。 
4. VLCFAE 阻害型除草剤開発の歴史 





































の VLCFAE 阻害型除草剤の作用点についても VLCFAE であることが次第に明らか
にされていった[15,17,25,32,37,38,40]。 




















 第 1 章では、2 つのイソキサゾリン系除草剤(ピロキサスルホン及びフェノキ
サスルホン)の VLCFA 生合成系及び VLCFAE 活性に及ぼす影響を解析することに
より、両剤が植物 VLCFAE を主作用点とする薬剤であることを示し、従来とは異
なる様式で標的酵素を阻害していることを明らかにした。 






1980                         Phytoene desaturase, PDS (Pyridazine-type)
1982-1986                Glutamine synthase, GS  (Glufosinate, Bialaphos)
1984                         5-Enolpyruvylshikiminate-3-phosphate synthase, EPSPS  (Glyphosate)
1984                         Acetolactate synthase, ALS (Sulfonylurea-type)
1986-1989                Protopophyrinogen oxidase, PPO (Diphenyl ether-type, Imido-type)
1987                         Acetyl-CoA carboxylase, ACCase (Phenoxypropionic acid-type)
1992-1993                p-Hydroxyphenylpyruvate dioxygenase, HPPD (Sulcotrione)
1993-2000                Very long chain fatty acid elongase, VLCFAE (Chloroacetamide-type)
Before 1980s Auxin mimic
Mitosis
Photosynthetic electron transport, PET 
Fig. 0-1 History of the identification of target enzymes of herbicides. 
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Very Long Chain Fatty Acid :VLCFA 
(C20～C30)
Fig. 0-2 Biosynthetic pathway of  VLCFAs in plants. 
VLCFAE catalyzes the elongation steps shown by arrows. 
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Fig. 0-3 Elongation reaction of carbon chain of VLCFAs in plants.
KCR, HCD and ECR are abbreviations of 3-ketoacyl-CoA-reductase, 3-hydroxylacyl-CoA-






























1. Chloroacetamide-type 2. Oxyacetamide-type















































Fig. 0-5 Assumed inhibition mechanism of VLCFAE by chloroacetamides.















































ゲランガムを培地とする発芽生育阻害試験を行った。ホグラント mix と 3 g
のゲランガムを 1 L の蒸留水に懸濁させた後、電子レンジで温め十分に溶解さ













濃度(EC50値)は Probit 法により求めた。 
 
イネ培養細胞に対する増殖阻害試験 
ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 (MS 無機塩)を 1 袋、10 mg/ml のチアミ
ン塩酸塩を 1 ml、5 mg/ml のニコチン酸を 1 ml、10 mg/ml のピリドキシン塩酸
塩を 1 ml、2 mg/ml のグリシンを 1 ml、0.2 mg/ml の 2,4-D を 1 ml、30 g のシ
ョ糖(スクロース)、50 mg/ml の myo-イノシトールを 1 ml を 1 L のビーカーに
入れ、蒸留水で正確に 1000ml にした。この溶液の pH を 5.7 に合わせ、300 ml
の三角フラスコに 150 ml ずつ分注してシリコン栓で蓋をした後、栓をアルミ箔
で覆ってオートクレーブした。一方、上記と同じ組成でかつ 3 g のゲランガム
を含む固体培地で誘導したイネ培養細胞[60]の一部を液体培地に移植して 7～
12 日間前培養した。 
上記液体培地を 50 ml 入れた 200 ml の三角フラスコに薬剤のアセトン溶液を
0.05 ml あるいは 0.5 ml 添加して所定濃度の液体培地を調製した後、前培養し
たイネ培養細胞を約 1.5 g 添加して 7～10 日間培養した。培養終了後に液体培
地を除去し、細胞の湿重量を秤量した。薬剤の影響は、薬剤無添加区に対する
増殖阻害率を算出することで定量化した。なお、増殖が完全に阻害された場合
の培養後の湿重量は 1.5 g であるので、これをコントロールとした。 
 
食用ヒエ培養細胞に対する増殖阻害試験 
ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類 (MS 無機塩)を 1 袋、10 mg/ml のチアミ
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ン塩酸塩を 40 μl、10 mg/ml のピリドキシン塩酸塩を 50 μl、2.0 mg/ml のグ
リシンを 1 ml、50 mg/ml の myo-イノシトールの 2 ml、0.2 mg/ml の 2,4-D を
30 ml、2.5 mg のピクロラム (Picloram)、4,0 mg/ml のトリプトファンを 1 ml、
30 mg のスクロースを 1 L のビーカーに入れ、蒸留水で正確に 1000 ml にした。
この溶液を pH5.7 に合わせ、300 ml の三角フラスコに 150 ml ずつ分注してシリ
コ栓で蓋をした後、栓をアルミ箔で覆ってオートクレーブした。一方、上記と
同じ組成でかつ 3 g のゲランガムを含む固体培地で誘導した食用ヒエ培養細胞
[61]の一部を液体培地に移植して 8～12 日間前培養した。 
上記液体培地を 50 ml 入れた 200 ml の三角フラスコに薬剤のアセトン溶液を
0.05 ml あるいは 0.5 ml 添加して所定濃度の液体培地を調製した後、前培養し
た食用ヒエ培養細胞を約 1 g 添加して 9～11 日間培養した。培養終了後に液体
培地を除去し、細胞の湿重量を秤量した。薬剤の影響は、薬剤無添加区に対す
る増殖阻害率を算出することで定量化した。なお、増殖が完全に阻害された場





C22:1、C24:0 を含む Supelco 社の FAME mix 及びその他の脂肪酸メチルエステル








の際、クロロホルムに溶解した内部標準[10-ウンデセン酸(C11:1)]を 0.1 mg 加
えた。破砕した溶液を吸引濾過後、分液ロートに入れ、40 ml のクロロホルム及
び 50 ml の飽和硫酸アンモニウム水溶液を加えた後、充分に脂肪酸・脂質の抽
出を行う為に 30 分程放置し、さらにクロロホルムによる脂質の抽出操作を 2回
(全 3 回)繰り返し行った。回収したクロロホルム層を分液ロートに入れ、水で
洗浄した後、クロロホルム層をナスフラスコに回収してエバポレーターで濃縮
した。減圧乾固させた容器に 6 ml の 25％水酸化カリウム、9 ml のエタノール







をフィルター付きのエッペンドルフチューブに 200 μl 注入し、遠心後の溶液
の2 μlをGCに供試した。GCはAgilent 6890 Series GC System、カラムはSupelco
社の Omegawax250(30 m long, 0.25 mm I.d., film thickness 0.25 μm)を用い
た。オーブンの初期温度は 100℃で 5 分間ホールドした後、4℃/min で 220℃ま




28℃の暗所で約一週間栽培した黄化植物茎葉部 30g を 150～240 ml の 320 mM




0.02%)のアジ化ナトリウムを含む HEPES / KOH buffer (100 mM, pH 7.2)に加え、
氷冷下でホモジナイザーにより丁寧にすりつぶした。ナイロンメッシュで濾過
して得た懸濁液を 1,000×g で 15 min 遠心し、その上澄みを 15,000×g で 20 min
遠心した。その遠心上澄を 105,000×g で 1 時間遠心し、沈殿物(ミクロソーム
画分)を得た。その沈殿物を 320 mM ショ糖、1 mM DTT を含む HEPES / KOH buffer 
(100 mM, pH 7.2)で洗浄し、105,000×g で 1 時間遠心して得られた沈殿物を 5 ml
の 0.1% Triton-X-100、1 mM DTT、1 mM MgCl2を含む HEPES / KOH buffer (100 
mM, pH 7.2)に再懸濁させた。テフロンホモジナイザーを用いて懸濁溶液を丁寧
にすりつぶして均一な懸濁溶液とし、500 μl ずつ分注して-80℃に保存した。




み量により求めた。 Stearoyl-CoA(C18:0)及び Arachidoyl-CoA(C20:0) は
Sigma-Aldrich 社、Behenoyl-CoA(C22:0-CoA)、Lignoceroyl-CoA(C24:0-CoA)、
Cerotoyl-CoA(C26:0-CoA) は Avanti Polar Lipids 社 、
[2-14C]Malonyl-CoA(1.85-2.04 GBq/mmol)は American Radiolabeled Chemicals 
社から購入した。20 mM NADH 5 μl、20 mM NADPH 5 μl、2 mM Acyl-CoA 5 μ
l、DW 12 μl、ミクロソーム 20 μl、アセトンあるいはピロキサスルホンある
いはフェノキサスルホンのアセトン溶液 3 μlを加えて30℃で所定時間プレイ
ンキュベーションした後、200 μM [2-14C]Malonyl-CoA 10 μl を添加して、30℃
で 30 分間酵素反応を行った。なお、プレインキュベーション 0 分の場合には、
最初に 200 μM [2-14C]Malonyl-CoA 10 μl を加えた反応系にミクロソームを添
加して酵素反応を行った。反応後、39 μl の 60% KOH 水溶液を加えて酵素反応
を停止させ、80℃で 30 min 加熱した。その溶液に 272 μl の 6% HCl と 1089 μ
18 
 
l の混合溶媒(アセトン/ヘキサン= 4/3, v/v)を加え、ボルテックスで攪拌後、
2000×g で 5 min 遠心して有機層 600 μl を回収した。この有機層に 272 μl の
6% HCl を加え、ボルテックスで攪拌した後、2000×g で 5min 遠心した。遠心上
澄から有機層 200 μl を採取し、シンチレーションカウンター(BECKMAN 
LS6000TA Series Liquid Scintillation System)を用いて放射活性を調べた。
薬剤の VLCFAE 阻害活性は、薬剤無添加区に対する阻害率を算出することで定量














度で阻害し、その生育阻害 50%濃度(EC50値)はそれぞれ 41 nM、30 nM であった
(Table 1-1, Figs. 1-2,4)。一方、対象作物のコムギ及びトウモロコシに対す
る生育阻害は対象雑草に比べて弱く、コムギに対する EC50値は 3.8 μM であっ




モデル植物として用いることが出来ると考えられた(Table 1-1, Figs. 1-2,4)。 
一方、フェノキサスルホンは食用ヒエの生育を対象雑草のタイヌビエと同様








薬剤無処理区の GC チャートを Fig. 1-9 に示した。ピロキサスルホンを含む
液体培地で培養したイネ培養細胞では、炭素数 20 以上の VLCFA が大幅に減少し
ているのに対して、VLCFA の前駆体となる炭素数 18 以下の脂肪酸が蓄積してい





VLCFA が大幅に減少しているのに対して、VLCFA の前駆体となる炭素数 18 以下
の脂肪酸が蓄積していた(Table 1-4)。10-5 M のフェノキサスルホン処理した食
用ヒエ培養細胞では、VLCFA (C20:0、C20:1、C22:0、C22:1、C24:0)が無処理区
に対して 25～67%、VLCFA 前駆体(C14:0、C18:0、C18:2、C18:3)が無処理区に対








植物 VLCFAE 阻害 
ピロキサスルホンは感受性植物であるイネ及びネズミムギの 5 つの連続した
伸長反応を触媒する VLCFAE 活性を低濃度で阻害した(Table 1-5)。ネズミムギ






の 2 つの連続した伸長反応を触媒する VLCFAE 活性を低濃度で阻害した(Table 
1-7)。本剤の C22:0→C24:0 及び C24:0→C26:0 に対する阻害活性は同程度であ
った。 








イネ茎葉部には、培養細胞では比較的量が少ない C26:0 及び C28:0、並びに
C30:0 など炭素鎖の長い VLCFA が多く含まれているのに対して、培養細胞に多く
21 
 
























Table 1-1. Inhibition of shoot growth of  plants by pyroxasulfone
(a)The molar concentrations required for 50% inhibition of 
shoot growth of plants by pyroxasulfone were calculated 
by the probit method.







Plant EC50 (μM) a)
Late watergrass 0.030
Barnyard millet 0.043
(a)The molar concentrations required for 50% 
inhibition of shoot growth of plants by fenoxasulfone 
were calculated by the probit method.
Table 1-2. Inhibition of shoot growth of  plants by fenoxasulfone
23
Fatty acid
Content (μg/g fresh weight)
control
Pyroxasulfone Pyroxasulfone
10-6 M 10-5 M
C14:0 56.8±6.51 84.5±7.67 72.0±14.0
C15:0 22.3±3.49 139±17.3 97.1±14.9
C16:0 1350±213 2000±146 1600±162
C18:0 147±29.4 199±18.4 202.10±19.13
C18:1 1230±245 2070±189 1890±310
C18:2 2810±428 4000±485 2940±420
C18:3 657±86.7 862±111 595±61.8
C20:0 38.9±7.40 16.7±4.59 21.0±2.85
C20:1 79.1±18.5 24.1±1.38 26.5±4.73
C22:0 58.7±11.0 23.9±2.24 24.7±2.80
C22:1 63.6±16.7 30.2±3.22 31.0±7.55
C24:0 79.9±14.8 30.5±5.04 37.5±5.84
Fatty acid
Content (μg/g fresh weight)
control
Pyroxasulfone Pyroxasulfone
10-8 M 10-7 M
C14:0 44.2±8.94 44.8±13.3 46.8±14.0
C15:0 31.6±4.39 32.5±4.91 77.6±9.39
C16:0 1000±70.9 983±142 1266±153
C18:0 90.6±9.70 87.6±15.3 122±16.0
C18:1 861±76.7 902±86.1 1160±131
C18:2 1440±127 1370±211 1770±238
C18:3 341±35.1 355±73.3 507±78.6
C20:0 27.8±4.42 28.3±3.29 21.4±4.25
C20:1 39.5±5.39 38.5±2.88 19.2±2.55
C22:0 38.1±3.62 38.0±4.83 18.3±4.00
C22:1 33.1±3.03 32.2±2.21 15.0±2.13
C24:0 52.2±6.83 45.9±9.73 31.4±6.01
Table 1-3. Effects of pyroxasulfone on fatty acid contents in rice cultured cells 
Each data set is expressed as the mean ±SD of four independent experiments. 
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Fatty Acid
Content (μg/g Fresh Weight) a)
Fenoxasulfone
0 10-7M 10-6M 10-5M
C14:0 24.6±2.58 25.2±6.15 23.4±4.28 30.3±10.8
C15:0 9.35±1.41 12.6±2.85 32.1±4.59 57.6±9.05
C16:0 810±84.8 765±63.6 820±42.2 743±98.8
C16:1 28.4±4.95 33.0±10.3 32.1±10.3 25.7±9.24
C18:0 17.0±1.75 15.2±2.49 18.5±4.17 29.0±5.21
C18:1 267±35.0 256±29.1 300±28.7 292±46.0
C18:2 1490±138 1470±118 1570±180 1720±157
C18:3 104±9.24 109±12.3 131±12.7 132±23.7
C20:0 43.3±2.28 40.0±3.46 35.8±4.72 15.2±2.36
C20:1 3.75±0.97 2.70±0.86 1.98±0.30 1.58±0.36
C22:0 27.1±3.77 24.4±3.43 20.8±3.19 9.14±1.78
C22:1 n.d. b) n.d. n.d. n.d.
C24:0 75.8±9.31 52.5±9.91 32.8±5.79 18.9±3.06
C24:1 14.3±2.79 15.6±2.30 11.8±3.32 9.51±2.62
C26:0 22.0±3.52 15.4±4.34 7.55±1.06 7.30±1.03
Table 1-4. Effects of fenoxasulfone on fatty acid contents in barnyard millet cultured cells












Table 1-5. Inhibition of VLCFAEs of susceptible plants by pyroxasulfone
(a)The molar concentrations required for 50% inhibition of plant VLCFAEs
by pyroxasulfone, when microsomal fractions were pre-incubated 
with pyroxasulfone for 10 mins,  were calculated by the probit method.
26
Enzyme Source I50 (M) (a)
Rice 0.13 X 10-6
Italian ryegrass 0.31 X 10-6
Wheat 4.20 X 10-6
Corn 1.71 X 10-6
Table 1-6. Inhibition of VLCFAEs of plants by pyroxasulfone
(a)The molar concentrations required for 50% inhibition of plant VLCFAE, which catalyzes
the elongation step from C24:0 to C26:0, by pyroxasulfone, when microsomal fractions were 
pre-incubated with pyroxasulfone for 10 mins,  were calculated by the probit method.
27
Table 1-7. Inhibition of VLCFAEs of barnyard millet by fenoxasulfone
(a)The molar concentrations required for 50% inhibition of barnyard millet
by fenoxasulfone, when microsomal fractions were pre-incubated with
fenoxasulfone for 10 mins,  were calculated by the probit method.




Fig. 1-1 Chemical structures of pyroxasulfone and fenoxasulfone.
A. Pyroxasulfone (code name, KIH-485)























Fig. 1-2 Effects of pyroxasulfone on seedling growth of susceptible Italian ryegrass, barnyard millet and rice.
Concentration（M)
0 10-9 10-8 10-7   10-6 10-5
Concentration（M)
0 10-9 10-8 10-7    10-6 10-5
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0 10-9 10-8 10-7    10-6 10-5
30
Wheat Corn
Fig. 1-3 Effects of pyroxasulfone on seedling growth of tolerant wheat and corn.
Concentration（M)
0 10-9 10-8 10-7  10-6 10-5
Concentration（M)







10-9 10-8 10-7 10-6 10-5
Pyroxasulfone concentration (M)
Fig. 1-4 Growth inhibition of plant shoot by pyroxasulfone.
Each data set is expressed as the mean + SD of three to five independent 
experiments. The error bar is only shown on the upper part of the bar chart.




































Fig. 1-5 Effects of fenoxasulfone on seedling growth of susceptible late watergrass and barnyard millet. 
Late watergrass Barnyard millet
Concentration（M)
0 10-9 10-8 10-7    10-6 10-5
Concentration（M)











































Fig. 1-6 Growth inhibition of plant shoot by fenoxasulfone. 
Each data set is expressed as the mean ± SD of four independent experiments.




























10-9 10-8 10-7 10-6 10-5
Pyroxasulfone concentration (M)
10-4
Fig. 1-7 Comparison of  growth inhibition by pyroxasulfone between rice shoots and rice 
cultured cells. Each data set for growth inhibition of rice cultured cells is expressed as the mean 




























10-9 10-8 10-7 10-6 10-5
Fenoxasulfone concentration (M)
10-4
Fig. 1-8 Comparison of  growth inhibition by fenoxasulfone between barnyard millet shoots 
and barnyard millet cultured cells. Each data set for growth inhibition of barnyard millet 
cultured cells is expressed as the mean ±SD of three independent experimetns. 
■, shoot elongation; ▲, cell proliferation of cultured cells 
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Fig. 1-9 Gas-chromatographic pattern of fatty acid methyl esters in rice cultured cells.










































Fig. 1-10 Gas-chromatographic pattern of VLCFA methyl esters in control rice cultured cells (A) 
and that treated with 10-6 molar concentration of pyroxasulfone. 


































































C14:0 C15:0 C16:0 C16:1 (a) C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C26:0 (a)C24:1 (a)C24:0C20:1 C22:0
Fig. 1-11 Relative fatty acids content in rice cultured cells treated with pyroxasulfone
and those in barnyard millet cultured cells treated with fenoxasulfone. Relative fatty acid contents in 
rice cultured cells treated with pyroxasulfone and those in barnyard millet cultured treated with 
fenoxasulfone were shown. 
(a), Contents of C16:1, C24:1, C26:0 in rice cultured cells were not determined and that of C22:1 in 










































































Fig. 1-12 Effects of pre-incubation periods on inhibition of VLCFAE activities in etiolated plant seedlings 
by pyroxasulfone (A) and fenoxasulfone (B). 
Each data set is expressed as the mean±SD of four independent experiments. Inhibitions of VLCFAE 
activities, which catalyzes the elongation step from C24:0 to C26:0, at different pre-incubation periods 
using microsomal fraction of plants by 10-6 molar concentration of isoxazoline-type herbicides were shown.
The patterns of bar graph show the pre-incubation periods as follows :




















































Fig. 1-13. Comparison of the VLCFAs content between rice shoots and rice cultured cells.

























濃度で試験を行えば、de novo 合成される VLCFA への薬剤の影響を調べることが
可能であると考えられた。言い換えれば、培養細胞を用いることで、放射性標





用ヒエ培養細胞において、VLCFA の減少及び VLCFA 前駆体の蓄積が確認されたこ
とから、両剤は VLCFA 生合成経路を阻害していることが示唆された。また、蓄
積した VLCFA 前駆体の中で、炭素数 15 の脂肪酸(ペンタデカン酸)の蓄積が最も
顕著であった。この点に関しては、VLCFAE はパルミチン酸(C16:0)からステアリ
ン酸(C18:0)の伸長反応を触媒する活性も有しており、両剤によって C16:0→













































































草剤であるクロロアセトアミド系化合物が VLCFAE 活性中心のシステイン SH 基
と薬剤との求核置換反応により不可逆的にVLCFAEを阻害するという概念とは異

















 イネ(日本晴)、シロイヌナズナ(エコタイプ コロンビア)を用いた。 
 
シロイヌナズナ生育阻害試験 
1 L ビーカーにムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類(MS 無機塩)を 1袋、30 mg/ml
のチアミン塩酸塩を 100 μl、5 mg/ml のピリドキシン塩酸塩を 100 μl、5 mg
のニコチン酸、10 g のスクロース、1 μl の PPM、30 g のショ糖(スクロース)
を加え、pH を 5.7 に調製して 1 L にメスアップした後、8 g(0.8%)の Agar を加
えてオートクレーブした。この溶液を室温まで冷やして所定濃度のピロキサス
ルホン及びフェノキサスルホンのアセトン溶液を 1 ml 添加し、よく混合した後、
角 2 プレートに 30 ml ずつ分注して培地を作成した。全ての培地は最終アセト
ン濃度が 1%となるように作成し、比較対象としてアセトン 1%含有培地での野生
型シロイヌナズナ植物体の生育をコントロールとした。シロイヌナズナ植物体
の薬剤感受性試験は必要量のシロイヌナズナ(約 1000 粒で約 20 mg)の乾燥種子
を 70%エタノール中で 2分、0.02% Triton-X-100 を含む次亜塩素酸中で 15 分攪
拌し、滅菌水で 10 回洗浄した。種子をオートクレーブした 0.1%寒天溶液 10 ml
に懸濁させ、よく混合して均一にした。その懸濁液を選抜培地表面に 1 ml の種







シロイヌナズナ VLCFAE に対する検定系の構築 
1.シロイヌナズナ FAE1 遺伝子の酵母へのクローニングと FAE1 発現誘導 
Total RNA はシロイヌナズナ茎葉部から Qiagen 社の RNeasy Plant Mini Kit
を用いて調製し、Roche Applied Science 社の Transcriptor First-Strand cDNA 
Synthesis Kit により逆転写反応を行い、cDNA を合成した。逆転写反応は全 100 
μ l(30 μ l の  Total RNA 、 5 μ l の Oligo[dT]primer 、 30 μ l の               
Water(PCR grade)、20 μl の 5×Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction 
Buffer、2.5 μlのProtector RNase Inhibitor、10 μlのDeoxynucleotide Mix、 
2.5 μlの Transcriptor Reverse Transcriptase)の系で行った。反応前に、Total 
RNA,、oligo[dT]primer、Water(PCR grade)の mixture を 65℃で 10 min プレイ
ンキュベートした後、55℃で 30 分間の逆転写反応後、85℃で 5分間熱処理する
ことで酵素を失活させた。 
シロイヌナズナFAE1遺伝子はcDNAを用いてNEW ENGLAND BioLabs社のPhusion 
High Fidelity DNA Polymerase により増幅した。FAE1 遺伝子全長の増幅にはセ
ンスプライマー(5'-AAAAAAGGTACCATGACGTCCGTTAAGGTTAAGC-3')、アンチセンス
プライマー (5'-AAAAAACTCGAGGGACCGACCGTTTTGGACATGA-3')を用いた。PCR 反応
は、98℃で 5分の後、98℃で 30 秒、58℃で 30 秒、72℃で 1分を 40 サイクル行
い、最終伸長反応は 72℃で 7 分行った。PCR 反応は全 100 μl(5 μl の cDNA、
20 μl の 5×Phusion HF Reaction Buffer、8 μl の 2.5 mM dNTPs mixture、1 
μl の 25 pmol センスプライマー、1 μl の 25 pmol アンチセンスプライマー、
1 μl の Phusion DNA Polymerase、61 μl の滅菌水、 3 μl のジメチルスルホ
キシド)の系で行った。PCR 産物は KpnI 及び XhoI(Takara Bio 社)により消化し、








27℃、200 rpm で 20 時間培養した。その培養液の OD600を測定して初期 OD600=0. 40
とするのに必要量の前培養液を遠心用チューブに移し、室温で遠心後、上澄み
液を除去して菌体を滅菌水で 2 回洗浄した。洗浄した菌体をガラクトースを炭









3.シロイヌナズナ FAE1 導入酵母からのミクロソーム画分の調製 
以下の操作は全て4℃以下で行った。集菌した酵母1 g当たり1 mlのIsolation 
Buffer[320 mM Sucrose、5 mM EDTA(カリウム塩)、10 mM KCl、2 mM DTT を含む




に移し、1,000×g で 15 分間遠心した後、上清を回収して 15,000×g で 20 分間
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遠心した。その上清を 100,000×g で 60 分間遠心して得たミクロソーム画分に
Isolation Buffer を加えて再度 100,000×g で 60 分間遠心してミクロソームを
得た。得られたミクロソーム画分に1.5 mlのSuspension Buffer[320 mM Sucrose、
5 mM EDTA(カリウム塩)、10 mM KCl、2 mM DTT、0.1%(v/v) Triton X-100 を含
む HEPES/KOH buffer (80mM, pH 7.2)]を添加して、テフロンホモジナイザーに
よりミクロソームを破砕して均一の溶液とし、エッペンドルフチューブに 50 μ
l ずつ分注して-80℃で保存した。タンパク質濃度は BSA を基準物質としたブラ
ッドフォード法により定量した。 
 
4.ウェスタンブロットによる FAE1 タンパク質の発現解析 
ウェスタンブロット解析では、Qiagen 社の 6×His Protein Ladder を分子量
マーカー、一次抗体として Qiagen 社の Penta-His Antibody(BSA free)、二次抗
体として Sigma 社の Anti mouse IgG(whole molecule)HRP conjugate、検出試薬
として GE Healthcare 社の ECL Advance Western Blotting Detection kit、ATTO
社の PVDF膜を用いた。ウェスタンブロット解析はセミドライ法[64]により行い、
以下に詳細を記載した。 
上記 3 で調製したミクロソーム画分の内、10 μg を供試し、定電流 20 mA で
80 分泳動した後、ホライズブロットを用い、バッファー系には EzBlot を使用
して 153 mA 定電流で 30 分間ゲルを PVDF 膜にブロッティングした。ブロッテ
ィングした PVDF 膜を 2% ECL Advance Blocking Agent を含む TBS-T(pH 7.6、
20 mM Tris、137 mM NaCl、0.1% Tween20)に浸し、室温で 1 時間振盪してブロ
ッキングした後、PVDF 膜を TBS-T で洗浄 (2 分×2、5分×1)した。洗浄後の PVDF
膜を 2% ECL Advance Blocking Agent を含む TBS-T で 50,000 倍希釈した 
Penta-His Antibody(BSA-free)に浸し、室温で 1 時間振盪して一次抗体反応を
行った後、PVDF 膜を TBS-T で洗浄(2 分×2、15 分×1、5分×3)した。洗浄後の
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PVDF 膜を 2% ECL Advance Blocking Agent を含む TBS-T で 200,000 倍希釈し
た Anti-Mouse IgG(whole molecule) HRP conjugate に浸し、室温で 1 時間振
盪して二次抗体反応を行った PVDF 膜を TBS-T で洗浄(2 分×2、15 分×1、5分×
3)した。洗浄後の PVDF 膜に ECL Advance Western Blotting Detection Kit の




み 量 に よ り 求 め た 。 Oleoyl-CoA(C18:1) は Sigma-Aldrich 社 、
[2-14C]Malonyl-CoA(1.85-2.04 GBq/mmol)は American Radiolabeled Chemicals 
社から購入した。20 mM NADH 5 μl、20 mM NADPH 5 μl、2 mM Oleoyl-CoA 5 μ
l、DW 22 μl、ミクロソーム 10 μl、アセトンあるいはピロキサスルホン及び
フェノキサスルホンのアセトン溶液あるいはカフェンストロールのアセトン溶
液 3 μl を加えて所定時間 30℃でプレインキュベーションした後、50 μM 
[2-14C]Malonyl-CoA 10 μlを添加して、30℃で90分間酵素反応を行った。なお、
プレインキュベーション 0分の場合は最初に 50 μM [2-14C]Malonyl-CoA 10 μl
を加えた反応系にミクロソームを添加して酵素反応を行い、以降は第 1 章に記
載した VLCFAE 阻害試験の実験方法に従った。なお、出芽酵母ミクロソーム中に
は内在性 VLCFAE である ELO2 及び ELO3[65-67]が含まれていることから、本試験
では FAE1 由来の酵素活性のみを完全に阻害する 10-4 M のカフェンストロール
[32]で 30 分プレインキュベーションした反応区を陰性対照区とした。 
 
推定イネ VLCFAE 遺伝子の検索及び疎水性プロットによる膜貫通部位の解析 
既知のシロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana) VLCFAE である FAE1(fatty 
acid elongase, At4g34520)、 KCS1(At1gO1120)、Fiddlehead(At2g26250)、
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At5g43760、At1gO4220全長のアミノ酸配列を基に､DDBJ (DNA Data Bank of Japan、
国立遺伝学研究所日本データバンク)で blastp 検索 [68]を行った。検索された




マイクロアレイによる推定イネ VLCFAE 遺伝子の発現解析 
Agilent 社の Rice  44 k オリゴマイクロアレイを用いて、イネ茎葉部及び根
部、並びに培養細胞中の推定イネ VLCFAE 遺伝子の発現解析を行った。温室で 10 
cm 程に生育したイネ植物体及び 27℃で 8 日間液体培養したイネ培養細胞から
Qiagen 社の RNeasy Plant Mini Kit を用いて Total RNA を調製した。Total RNA
の濃度は Nanodrop 社の Nanodrop ND-1000 spectrophotometer を用いて測定し、
各 RNA の品質は Agilent 社の 2100 Bioanalyzer で確認した。ラベル化した cRNA
は 400 ng のトータル RNA を用いて Agilent 社の Low RNA Input Linear 
Amplification Kit でプロトコールに従い、合成した。2色法のハイブリダイゼ
ーションでは、Cy3 及び Cy5 でラベル化された 825 ng の cRNA を用い、2色法の
ハイブリダイゼーション用の溶液は Agilent 社の in situ Hybridization Kit 
Plus により調製した。ハイブリダイゼーション及び洗浄はプロトコールに従っ
て行い、スライドイメージは Agilent 社の DNA microarray scanner G2505B で
スキャンした。イメージ結果は Agilent 社の Feature Extraction version 7.1 
software を用い、Cy3 及び Cy5 のシグナル強度で補正した各々のプローブに対
するシグナルを得た。 
 




1-1.推定イネ VLCFAE 遺伝子の酵母へのクローニングと発現誘導 
 Total RNA はイネ茎葉部から調製した。cDNA 合成及び PCR による推定イネ
VLCFAE 遺伝子(Q6Z6C7, Q69X62, Q10PV5, Q8H7Z0, Q5Z7E7, Q5Z6S3)全長の増幅
はシロイヌナズナ FAE1 遺伝子の酵母へのクローニングと FAE1 発現誘導に記載
した方法に従い行った。推定イネ VLCFAE 遺伝子全長を増幅させる際の PCR 反応
に お い て 、 Q6Z6C7 で は 、 セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAAAAGCTTATGGACAACAACGCCGAGGCA-3’) 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAATCTAGAGTCGGTTGAAATCCTGGACA-3’)、Q8H7Z0 では、センスプライマー
(5’-AAAAAAAAGCTTATGGACAGCAGGGAGTTG-3’) 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAATCTAGATTCCGGTCGTACGTGCGA-3’)、Q10PV5 では、センスプライマー
(5’-AAAAAAAAGCTTATGCCGGGGGCGGCGGGGTAC-3’) 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAATCTAGACAGCTTGACGACCTCCGGGATGT-3’)、Q69X62 では、センスプライマ
ー (5’-AAAAAAAAGCTTATGGAGACCTCGGCGGCG-3’) 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAATCTAGATGCATTTCCAACCTTTGATATCT-3’)、Q5Z7E7 では、センスプライマ
ー (5’-AAAAAAAAGCTTTTGCTGATCGGAGCCATT-3’) 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
(5’-AAAAAATCTAGAGTGCTTGAGCACCTC-3’) 、 Q5Z6S3 では、センスプライマー             
(5’-AAAAAAAAGCTTATGAGTATGGCTGCACGTTTTCT-3’)、アンチセンスプライマー
(5’-AAAAAATCTAGAGTGCTTGAGCACGTCGGGAATGT-3’)を用いた。PCR 産物は HindIII 及
び XbaI により消化し、既に HindIII 及び XbaI 消化した pYES2/CT ベクターにラ
イゲーションした。以降のプラスミドの出芽酵母への導入、タンパク質の発現
誘導はシロイヌナズナ FAE1 遺伝子の酵母へのクローニングと FAE1 発現誘導に
記載した方法に従い行った。 
 














2-1.イネ Q6F365 遺伝子を導入したイネ形質転換用ベクターの作成 
 イネ Q6F365 遺伝子はゲノム DNA を鋳型とし、Phusion DNA High Fidelity DNA 
Polymerase を用いた PCR により増幅した。その際には、センスプライマー
(5'-AAAAAATCTAGATGTTTGCTGCTTGCCATGGCCGA-3')、アンチセンスプライマー  
(5'-AAAAAACTTAAGTCATATGGCCGACACC-3')を用いた。PCR反応は、98℃で5分の後、
98℃で 30 秒、58℃で 30 秒、72℃で 1分を 40 サイクル行い、最終伸長反応は 72℃




R-4 ベクター[71]を SacI(Takara Bio)で消化後、T4 DNA Polymerase(Takara Bio)
で平滑化した後に、XbaI(Takara Bio)で消化した。インサート及びベクターを
用いて、DNA Ligation Kit(Takara Bio)により目的とするコンストラクトを導




て終夜 37℃で培養し、選抜培地で生育したコロニーを鋳型とした PCR を行い、
目的とするプラスミドが導入されたコロニーを選んだ。それらのコロニーを液
体 LB/Amp(アンピシリン)に植菌して 37℃で終夜培養し、菌体から QIAGEN 社の




 AB Applied Biosystems 社の Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
を用いてシークエンス反応を行った後、GE Healthcare 社の illustraTM AutoSeqTM 
G-50 Dye Terminator Removal Kit を用いて反応液を精製し、R-4 ベクターに挿
入したイネ Q6F365 遺伝子全長とベクター上の挿入部位を確認した。シークエン
ス反応は全 10 μl(6.5 μl のプラスミド、1 μl の dilution buffer、0.5 μl
の 3.2 pmol のプライマー、2 μl の pre-mix)の系で行った。反応は 96℃で 5分
の後、96℃で 10 秒、50℃で 5 秒、60℃で 4 分を 40 サイクル行い、最終伸長反
応は 60℃で 7分行った。シークエンス反応には、5’-TGTGGCAAAACCTCCAGTAC-3’ (セン
ス プ ラ イ マ ー ) 、 5’-TGAGGAAGTAGGCGGT-3’ ( ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ) 、
5’-AGGCGGTGCTCAACAT-3’ (センスプライマー)、 5’-GTACATGACCATCTCGGCCT-3’ (アンチセンス
プライマー)、5’-ATCTCCATCGACCTCGCCA-3’ (センスプライマー)、5’-TACGTGTTGGGGTACACCTG-3’ 
(アンチセンスプライマー )、 5’-TGTCCAAGGACCTGATGG-3’ (センスプライマー )、
5’-CGTGGTGATGTTGGTCTTGA-3’ (アンチセンスプライマー)を用いた。 
 






(BS)[72]で選抜した。BS 選抜された Q6F365 遺伝子を導入したイネ培養細胞及び
比較対照とした空の R-4 ベクターで形質転換したコントロールのイネ培養細胞








以降の操作は 4℃以下で行った。冷却した 60 ml(培養細胞の 3倍量)の 320 mM
ショ糖、10 mM DTT、2 mM EDTA(カリウム塩)、7.5 g(植物試料の 25%)のポリビ
ニルポリピロリドン(PVPP)、30～48 mg(バッファー量の 0.02%)のアジ化ナトリ
ウムを含む HEPES / KOH buffer (100 mM, pH 7.2)、海砂 40 g(培養細胞 2倍量)
を入れた乳鉢にイネ培養細胞(約 20 g)を加えて、乳鉢で穏やかに培養細胞を破
砕した。その懸濁液をナイロンメッシュで濾過して遠心用チューブに回収し、
1,000×g で 15 分間遠心した上清を 15,000×g で 20 分間遠心した。その上澄み
を 100,000×g で 60 分間遠心した上清を捨て、得られたミクロソームを 15 ml
の 320 mM ショ糖、1 mM DTT を含む HEPES / KOH buffer (100 mM, pH 7.2)に懸
濁させて、100,000×g で 60 分間遠心してミクロソームを洗浄した。その上清を
捨てて 2.5 ml の 0.1% Triton-X-100、1 mM DTT、1 mM MgCl2を含む HEPES / KOH 
buffer (100 mM, pH 7.2)を加え、テフロンホモジナイザーで破砕して均一な懸
濁液とし、100 μl ずつエッペンドルフチューブに分注して-80℃に保存した。




2-6.RT-PCR によるイネ Q6F365 遺伝子の発現解析 
 空ベクターで形質転換したイネ培養細胞及びQ6F365遺伝子を導入したイネ培
養細胞から Total RNA を調製し、逆転写反応はシロイヌナズナ FAE1 遺伝子の酵
母へのクローニングと FAE1 発現誘導に記載した方法に従い、cDNA を合成した。
RT-PCR 反応では、センスプライマー(5'-GCAGGTTATACAGAGAAGGC-3')、アンチセ
ンスプライマー(5'-TAGTGGTACCCCAGCTT-3')を用い、CSP の 3'末端付近から、
Q6F365 の ORF の 5'付近を増幅した。本試験では、空ベクターで形質転換したイ
ネ培養細胞及び Q6F365 遺伝子を導入したイネ培養細胞の cDNA 及び total RNA
を鋳型として PCR 反応を行った。 
 
2-7.リアルタイム RT-PCR によるイネ Q6F365 遺伝子の発現解析 
リアルタイム PCR には上記 2-6 で調製した total RNA を用い、濃度は NanoDrop 
Technologies 社の NanoDrop ND-1000 spectrometer で測定した。逆転写反応は
Takara Bio 社の PrimeScript RT Reagent Kit (Perfect Real Time)を用いて 10 
μl の反応系(500 ng の total RNA、 0.5 μl の 100 μM random hexamer、0.5  
μl の 50 μM オリゴ dT プライマー、2 μl の 5×PrimeScript Buffer、0.5 μl 
の PrimeScript RT Enzyme Mix I、RNase-free H2O)で行った。初めに 37℃で 15
分逆転写反応をした後、5 秒間 85℃にすることで逆転写酵素を失活させた。リ
アルタイム PCR は Thermal Cycler Dice Real Time System TP800 (Takara Bio)
で行った。反応は 25 μl の反応系(2 μl の cDNA、0.2 μl の 50 pmol/μl の
センスプライマー、0.2 μl の 50 pmol/μl のアンチセンスプライマー、12.5 μl
の 2× SYBR Premix Ex Taq II、滅菌水)で行った。増幅は 95℃で 30 秒間イン









準(ハウスキーピング遺伝子)として用い、データ解析は Thermal Cycler Dice 
Real Time System TP800(Takara Bio 社)で行った。 
 
2-8.イネ形質転換培養細胞中の VLCFAE 活性 
基 質 と し て Stearoyl-CoA(C18:0-CoA) 、 Oleoyl-CoA(C18:1-CoA), 
Arachidoyl-CoA(C20:0-CoA) 、  Behenoyl-CoA(C22:0-CoA) 、 
Lignoceroyl-CoA(C24:0-CoA)を用いて、酵素反応を 30℃で 90 分行い、VLCFAE




2-9. イネ Q6F365 阻害試験 





2-10. VLCFAE の系統樹解析 





2-11. VLCFAE 阻害型除草剤のネズミムギ VLCFAE に対する阻害試験 
メタザクロール、メトラクロール、フェントラザミド、カフェンストロール
は和光純薬、インダノファンは関東化学、フルフェナセットは Dr. Ehrenstorfer 
GmbH より購入した。本試験では、ネズミムギの黄化幼苗から調製したミクロソ
ームを酵素として用い、Lignoceroyl-CoA(C24:0-CoA)を前駆体として C24:0→










リコンビナントのシロイヌナズナ FAE1 に対する検定系の構築 
FAE1 は既にシロイヌナズナ VLCFAE として同定されており、C18:1→C20:1 の
伸長反応を触媒する VLCFAE 活性が最も高いことが分かっているため、出芽酵母
を宿主としてシロイヌナズナ FAE1 に対する検定系を構築した[32]。FAE1 遺伝子
を組み込んだpYES2/CTベクターを形質転換により導入した組み換え酵母を作成
した後、ガラクトース含有培地(SCM-Gal)において FAE1 タンパク質の発現を誘
導した組換え酵母の VLCFA 含有量及びタンパク質発現解析から活性型 FAE1 の発
現を調べた。その結果、タンパク質発現誘導後の FAE1 遺伝子導入酵母中では空





ロイヌナズナ FAE1 の VLCFAE 活性に対する検定系を構築出来たと判断した。 
 
シロイヌナズナ FAE1 に対する阻害 
シロイヌナズナFAE1遺伝子を導入した形質転換酵母のミクロソーム画分を用
いて、ピロキサスルホン及びフェノキサスルホンの FAE1 阻害活性を調べた。そ
の結果、酵素と薬剤を 10 分プレインキュベーションした場合の FAE1 に対する
阻害 50%濃度はピロキサスルホン、フェノキサスルホンでそれぞれ 0.28×10-6 M、
0.30×10-6 M となり、両剤ともに FAE1 の VLCFAE 活性を低濃度で阻害した(Fig. 




フェノキサスルホンでそれぞれ 3.2×105 M-1・min-1、3.0×105 M-1・min-1となっ
た(Figs. 2-4,5)。 
 
推定イネ VLCFAE 遺伝子検索 
単一のイネ VLCFAE に対するピロキサスルホンの阻害を解析するために、公式
データベースを用いた相同性検索を行った。その際には、シロイヌナズナ VLCFAE








及びアスパラギン(N)の 3 つのアミノ酸残基は 23 種のアミノ酸配列に全て保存
されており[32,37]、これらの領域付近の相同性も極めて高いものであった
(Fig.2-6)。植物 VLCFAE は N 末端領域に 2 箇所の膜貫通部位を持つ特徴を有し
ていることから[28,31,32,66]、相同性検索によりヒットした 23 個のタンパク
質の疎水性プロットを作成した。その結果、Q5Z6S3 及び Q8H7Z0、並びに
Q6F365(Fig.2-7-1)を含む 14 個がその特徴を有しており、イネ VLCFAE であると
考えられた。一方で、Q0IRW8 及び Q10QV9、並びに Q10QV8(Fig.2-7-2)を含む 9
個は N末端領域に膜貫通部位を有していなかった。なお、Q10QV8 及び Q10QV9 は
Q10QW1 の部分配列であり、Q0IRW8 は Q2R1V7 の部分配列であることが分かった。 
 
マイクロアレイによる推定イネ VLCFAE 遺伝子の発現解析 
マイクロアレイを用いてイネの茎葉部及び根部、並びに培養細胞中の推定イ
ネ VLCFAE 遺伝子の発現解析を行った結果、14 個の推定イネ VLCFAE 遺伝子発現
プロファイルは部位及び組織間で大きく異なっていた(Fig.2-8)。すなわち、
Q5Z6S3、Q8H7Z0、Q6F365 は順に茎葉部、培養細胞、根部で特に強く発現してい
た。一方、Q10QW1 や Q10PV5 の発現量は部位及び組織間で同程度であった。 
 






ロット解析により 4 種類のイネ VLCFAE(Q69X62、Q10PV5、Q5Z7E7、Q8H7Z0)の発
現は検出できなかったが、Q6Z6C7 及び Q5Z6S3 タンパク質は出芽酵母中で発現し
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イネ VLCFAE 遺伝子を導入したプラスミドでイネを形質転換し、VLCFAE 遺伝子を
組み込んだイネ培養細胞を作出することとした。また、本手法によりアッセイ
系を構築するイネ VLCFAE としては、マイクロアレイ解析により、培養細胞での
発現が茎葉部及び根部に比べて極めて弱い Q6F365 遺伝子を選んだ(Figs. 
2-8,11)。そこで、アグロバクテリウム法により Q6F365 遺伝子を導入したイネ
培養細胞を作成し、空ベクターで形質転換したイネ培養細胞を比較対照として、
VLCFA 含有量、VLCFAE 活性、Q6F365 遺伝子発現量を調べた。その結果、VLCFA
含有量に関しては、Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞では、空ベクターで形質転
換したイネ培養細胞(以下 Control イネ培養細胞)に比べて VLCFA (C20:0、C20:1、
C22:0、C22:1、C24:0、C24:1、C26:0)が 1.34～1.96 倍と蓄積していた(Table 2-1, 
Fig. 2-12A)。また、VLCFAE 活性に関しては、Control 及び Q6F365 遺伝子導入
イネ培養細胞ミクロソームを酵素として用い、C18:0→C20:0、C18:1→C20:1、
C20:0→C22:0、C22:0→C24:0、C24:0→C26:0 の 5個の伸長工程を触媒する VLCFAE
活性を調べた結果、Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞ミクロソームは Control の
2.1～4.1 倍の VLCFAE 活性を有していた(Table 2-2, Fig. 2-12B)。さらに、新




を用いたリアルタイム PCR による発現解析を行った結果、Q6F365 遺伝子を導入




イネ Q6F365 に対する阻害 
イネ培養細胞ミクロソーム中の VLCFAE 活性と阻害活性の関係に関して、酵素
反応に用いる Control 及び Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞ミクロソーム中のタ
ンパク質量を等量にした場合、前者は野生型と同じ VLCFAE 活性(a)を有してい
るのに対して、後者は野生型が有する VLCFAE 活性(a)に発現した Q6F365 タンパ
ク質に由来する VLCFAE 活性(b)が加わっており、両者の差が発現した Q6F365 タ
ンパク質に由来する VLCFAE 活性であると考えられた(Fig.2-14A)。従って、
Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞中の全 VLCFAE 活性(a+b)に対する阻害(Y)は、
Control イネ培養細胞中の VLCFAE 活性(a)に対する阻害(X)とイネ培養細胞で発
現した Q6F365 タンパク質の VLCFAE 活性(b)に対する阻害(Z)の総和として示さ
れるものであり、式(1)が成立すると考えた(Fig.2-14B)。式(1)から算出したい
Zを左辺とした式(2)が成立することになる。この式(2)には、5個の変数(a、b、
X、Y、Z)が存在しているが、Control 及び Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞ミク
ロソーム中の VLCFAE 活性(a、b)とそれらに対する阻害活性(X、Y)は両ミクロソ
ームを用いた酵素阻害試験を行うことで求められることから、ピロキサスルホ
ンの Q6F365 タンパク質に対する阻害活性(Z)を算出した。 
C18:0→C20:0 では、Control 及び Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞ミクロソー






-6 M となった(Fig. 2-15A)。  
C20:0→C22:0 では、Control 及び Q6F365 遺伝子導入イネ培養細胞ミクロソー























Table 2-1 VLCFA contents in rice cultured cells.








Content (μg/g Fresh weight)
VLCFA
a) Rice cultured cells transformed with empty R-4 vector.
b) Rice cultured cells transformed with Q6F365 gene.
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a) Rice cultured cells transformed with empty R-4 vector.
b) Rice cultured cells transformed with Q6F365 gene.
Table 2-2 VLCFAE activities in rice cultured cells.
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Fig.2-1 Comparison of the Inhibition of shoot elongation by pyroxasulfone (A) and fenoxasulfone (B) 
between Arabidopsis and susceptible weed, Italian ryegrass and late watergrass.
Each data set is expressed as the mean ± SD of five independent experiments.




































Fig. 2-2 Western blot analysis of FAE1 (A) and gas-chromatographic analysis of VLCFA methyl
esters (B) in yeasts transformed by  Arabidopsis FAE1 gene. (A) Lane 1, Marker (6×His protein 
Ladder; Lane 2, microsomal fraction of yeast expressing FAE1; Lane 3, microsomal fraction of 
yeast  transformed by empty pYES2/CT vector. (B) Gas-chromatographic pattern around C20:0 
fatty acid methyl  esters in transgenic yeast expressing FAE1 compared  with that in yeast containing
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Fig. 2-3 Inhibition of the VLCFAE activity of recombinant Arabidopsis FAE1 by pyroxasulfone (A) 
and fenoxasulfone (B) . Each data set is expressed as the mean ± SD of three independent 
experiments. Inhibitory potencies against VLCFAE activity of FAE1, which catalyzes the elongation 
step from C18:1 to C20:1 by isoxazoline-type herbicides under the condition of 10min pre-incubation


































Log10P = 2 －ki・I・t/2.303
















Fig. 2-4 Inhibitory effects of pyroxasulfone on VLCFAE activity of recombinant Arabidopsis FAE1.
Each data set is expressed as the mean ± SD of three independent experiments.
(A) Inhibition at different pre-incubation  using recombinant FAE1 by 10-6 molar concentration of 
pyroxasulfone. (B) Pseudo-first order reaction plots for the irreversible inhibition of FAE1 by 
pyroxasulfone using the data in Fig. 2-4A. P, residual activity of FAE1 (% of control); ki, pseudo-first 
order rate constant; I, pyroxasulfone concentration (M); t, pre-incubation period (min)
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Fig. 2-5 Inhibitory effects of fenoxasulfone on VLCFAE activity of recombinant Arabidopsis FAE1.
Each data set is expressed as the mean ± SD of three independent experiments.
(A) Inhibition at different pre-incubation  using recombinant FAE1 by 10-6 molar concentration of 
fenoxasulfone. (B) Pseudo-first order reaction plots for the irreversible inhibition of FAE1 by 
fenoxasulfone using the data in Fig. 2-5A. P, residual activity of FAE1 (% of control); ki, pseudo-first 
order rate constant; I, fenoxasulfone concentration (M); t, pre-incubation period (min)
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.*.******.      
AFEHFCIHAGG     TLHRFGNTS
AFDHFCIHAGG     TLYRWGNTS
AFEHFCVHAGG     ALHRFGNTS 
AFEHFCVHAGG     SLHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     TLHRFGNTS 
AFEHFCMHAAS     ALHRFGNTS 
AFEHFCMHAAS     ALHRFGNTS 
AFEHFCMHAAS     ALHRFGNTS 
AFEHFCMHAAS     ALHRFGNTS 
AFDHFCIHAGG     TLYRWGNTS 
AFEHFCVHAGG     ALHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     ALHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     VLHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     ALHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     TLHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     TLYRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     TLHRFGNTS 
AFEHFCIHAGG     TLHRFGNTS 
AFEHFCVHAGG     TLYRFGNTS 
ALDHFCIHAGG     TLYRFGNTS 
AFEHFCMHAAS     ALHRFGNTS 
ALDHFCIHAGG     TLYRFGNTS 
AFEHFCVHAGG     ALHRFGNTS 
*..***.**..      *.*.****
Cysteine Histidine Asparagine
Fig. 2-6 Multiple alignment of the amino acid sequences of putative rice VLCFAEs.
Catalytic triad, cysteine (C), Histidine (H) and Asparagine (N) were surrounded by rectangle.
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Q5Z6S3 Q8H7Z0
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Fig. 2-8 Relative expression analysis of putative rice VLCFAE genes in rice shoots, roots and 
cultured cells by oligomicroarray analysis.
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Fig. 2-9 Expression analysis of the putative rice VLCFAEs by Western blot. 
Lane 1, total protein from yeast cells containing empty pYES2/CT vector; Lane 2, 
total protein from yeast cells expressing rice Q6Z6C7; Lane 3, total protein from yeast cells 
expressing rice Q69X62; Lane 4, total protein from yeast cells expressing rice Q10PV5; Lane 5,
total protein from yeast cells expressing rice Q8H7Z0; Lane 6, total protein from yeast cells 
expressing rice Q5Z7E7; Lane 7, total protein from yeast cells expressing rice Q5Z6S3; Lane 8,
Marker (6×His protein ladder ).














Fig. 2-10-1 Gas-chromatographic pattern around C20:0 in yeast 

























Fig. 2-10-2 Gas-chromatographic pattern around C24:0 in yeast 



















LB RBP-ALS CSPmALS T-ALS Q6F365 T-NOS
Xba IHind III Eco RI
Fig. 2-11 T-DNA construct in binary R-4 vector plasmid containing Q6F365 gene.
The letters show the genes as follows: P-ALS, rice ALS promotor; mALS, rice W548L/S627I
mutated ALS gene; T-ALS, rice ALS terminator; CSP, rice 674bp callus specific promoter 
(CSP); T-NOS, nopaline synthetase terminator; LB and RB, T-DNA left and right border repeats. 










































































































Fig. 2-12 Relative fatty acid content (A) and VLCFAE activity (B) in rice cultured cells transformed 
with Q6F365 gene. Relative fatty acid content and VLCFAE activity in rice cultured cells transformed 









































2 3 4 51
500 bp
170 bp
Fig. 2-13 Expression analysis of Q6F365 gene in rice cultured cells by RT-PCR (A) and real-time 
RT-PCR (B). (A) Different sources of rice cultured cells were used as templates for RT-PCR
as follows: total RNA from control rice cultured cells (Lane 2); cDNA from control rice cultured cells
(Lane 3); total RNA from rice cultured cells transformed with Q6F365 gene (Lane 4); cDNA from rice
cultured cells transformed with Q6F356 gene (Lane 5). 100bp ladder was loaded in Lane 1.
(B) Relative quantity of Q6F365 gene expression is shown as the mean ± SD of four independent 
experiments.     , rice cultured cells transformed with empty R-4 vector;     , rice cultured cells 
transformed with Q6F365 gene.
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Total VLCFAE activity 
(pmol / mg total protein)
Rice cultured cells transfromed with 
empty R-4 vector (Control)
X(%): Inhibitory activity of pyroxasulfone on (a)
Y(%): Inhibitory activity of pyroxasulfone on (a+b)
Z(%): Inhibitory activity of pyroxasulfone on (b)
Fig. 2-14 Inhibitory activity of pyroxasulfone on recombinant rice Q6F365.
(A) The relationship of VLCFAE activities between Control and Q6F365. 
a, VLCFAE activities in control ; b, VLCFAE activities of Q6F365 protein expressed 
in Q6F365. (B) Calculation of inhibitory effect of pyroxasulfone on VLCFAE activity of
recombinant rice Q6F365.
Eq. 1: Y=(a/a+b) X+ (b/a+b) Z
Eq. 2: Z = Y + a(Y-X)/b
(B)
(A)







































































Fig. 2-15 Inhibitory effects of pyroxsaulfone on the VLCFAE activity of rice Q6F365.
Each data set is expressed as the mean ± SD of three of four independent experiments.
(A) Inhibitory potencies against VLCFAE activities of Q6F365 under the conditions of 10min
pre-incubation of microsomes with pyroxasulfone. (B) Inhibition at different pre-incubation 
periods using recombinant Q6F365 by 10-5 molar concentration of pyroxasulfone. 
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Fig.2-16 Phylogenetic tree for Arabidopsis VLCFAEs and putative rice VLCFAEs.

















































Fig. 2-17 Effects of pre-incubation periods on inhibitions of VLCFAE activities by VLCFAE-inhibiting 
herbicides in etiolated Italian ryegrass seedlings. Each data set is expressed as the mean±SD
for four independent experiments. Inhibitions of VLCFAE activities, which catalyzes the elongation 
step from C24:0 to C26:0, at different pre-incubation periods using microsomal fraction of Italian 
ryegrass by VLCFAE-inhibiting herbicides were shown.
The patterns of bar graph show the pre-incubation periods as follows :









モデル植物であるイネの VLCFAE を検索し、単一のイネ VLCFAE に対する検定系
を構築してピロキサスルホンの阻害を解析した。 




質は大きく異なっている。すなわち、FAE タイプの VLCFAE は約 500 アミノ酸か
ら成り、N末端付近に 2箇所の膜貫通部位を有しているのに対して、ELO タイプ
の VLCFAE は 300～400 アミノ酸から成り、全領域に 5～7個の膜貫通部位を有し
ている[65,66]。従って、VLCFAE 阻害型除草剤は ELO タイプの VLCFAE には何の
影響を与えることなく、FAE タイプの VLCFAE のみを特異的に阻害することが示
唆されていることから、出芽酵母のミクロソームを用いたシロイヌナズナ FAE1










と及び両剤の FAE1 に対する擬一次反応速度定数(ki 値)から、両剤の FAE1 阻害
機構は従来の知見[17,25,35,37]と同様に酵素活性中心のシステイン SH 基と薬
剤の求核置換反応によるものと推察された。 








に必須な 3 つのアミノ酸残基[32,37]の有無及び N 末端付近の膜貫通部位
[28,31,32,66]の有無を指標にした結果、検索した 23 個の内の 14 個がイネの
VLCFAE であり、膜貫通部位を持たない他の 9 個のタンパク質は配列的に不完全
な VLCFAE であるか、あるいは VLCFAE とは異なる機能を有していると推察され
た。 
それらの推定イネ VLCFAE 遺伝子の発現部位特異性を明らかにするために、マ
イクロアレイ解析を行い、Q5Z6S3 遺伝子、Q6F365 遺伝子、Q8H7Z0 遺伝子がそれ
ぞれ茎葉部、根部、培養細胞において特異的に強く発現することを見出した。 
推定イネ VLCFAE 阻害を検定するため、シロイヌナズナ FAE1 と同様に出芽酵
母を用いた発現系の構築を試みたが、本手法ではイネ由来の VLCFAE が発現せず
構築出来なかった。Trenkamp らは出芽酵母を用いて 17 個の推定シロイヌナズナ



















が茎葉部及び根部に比べて極めて弱い Q6F365 遺伝子を選んだ。 
検定系構築に関しては、Control イネ培養細胞と比較してイネ Q6F365 遺伝子
を導入したイネ培養細胞中の VLCFA 含有量及び VLCFAE 活性の上昇、並びに
Q6F365 遺伝子転写量の増加から、イネ培養細胞に導入したイネ Q6F365 が活性型
タンパク質として発現していることが示され、検定系を構築出来たと同時に本
酵素はイネ VLCFAE の一つであることが明らかになった。 
Q6F365タンパク質由来のVLCFAE活性に及ぼすピロキサスルホンの影響を調べ
る際には、単一の VLCFAE を対象とした場合、各々の伸長工程を触媒する VLCFAE
活性の強さが異なっていたとしても、同一の薬剤に対する感受性は同じである





Q6F365 由来の VLCFAE 活性は異なっているが、ピロキサスルホンに対する感受性
は同等であることから、Q6F365 遺伝子を導入したイネ培養細胞中の VLCFA 含有
量及び VLCFAE 活性はイネ培養細胞において高発現した Q6F365 タンパク質の
VLCFAE としての機能によることが示された。また、ピロキサスルホンのイネ
Q6F365 に対する阻害活性はプレインキュベーション時間に依存しておらず、本
剤はイネ Q6F365 を可逆的に阻害していることが示唆された。 
従来のVLCFAE阻害型除草剤は分子内に求電子性が高い炭素原子を有している
ことから、阻害機構は薬剤と VLCFAE 活性中心のシステイン SH 基との求核置換
反応による不可逆阻害と推定されており、そのような場合には阻害活性はプレ
インキュベーション時間依存的に強くなる[17,25,35]。従って、ピロキサスル
ホンのイネ Q6F365 に対する阻害様式は、植物から調製した VLCFAE と同じく、
従来の概念とは異なるものであった。 
一方、ピロキサスルホンのイネ Q6F365 及びシロイヌナズナ FAE1 に対する阻
害活性とプレインキュベーション時間との関係から、同一薬剤の単一の植物
VLCFAE に対する阻害様式が酵素間で異なっていることが明らかになった。これ











れの VLCFAE 阻害型除草剤に関しても、可逆的に VLCFAE を阻害していることが








第 3 章 ピロキサスルホンの作物雑草間の選択性要因の解析 
 
 第 1 章では、VLCFA 生合成系への影響及び黄化幼植物から調製した VLCFAE 阻
害活性を解析した結果、両イソキサゾリン系除草剤の主作用点は植物 VLCFAE で
























 植物幼苗の代謝試験には、Amersham Bioscience 社で合成された[Iso-3-14C]
ピロキサスルホン(比放射能 1.7 MBq/mg)を用いた(Fig. 3-1A)。本標識化合物は、
TLC で精製し放射化学的純度 99.9%で供試した。標準化合物としてピロキサスル
ホン(白色固体, 融点 130.7℃, 20℃での溶解度 3.49 mg/L, 蒸気圧 2.4×10-6  
Pa) 、 2-amino-5- 
[1-(carboxylmethylamino)-3-(5,5-dimethyl-4,5-dihydroisoxazol-3-ylthio)
-1-oxopropan-2-ylamino]-5-oxopentanoic acid (M-15) 、 2-amino-3-(5,5- 
dimethyl-4,5-dihydroisoxazol-3-ylthio) propanoic acid (M-26) 、
3-(5,5-dimethyl-4,5-dihydroisoxazol-3-ylthio)-2-hydroxypropanoic acid 











丈約 15 cm 程度の 3～4 葉期まで生育させ、根長を 3 cm 程度になるようにハサ
ミで切断した植物体を用いた。コムギ幼苗への薬剤処理は、50 μl のハイポネ
ックス及び終濃度 1.5 ppm(約 3.8 μM)の 14C-ピロキサスルホンを含む 50 ml の




及び終濃度 1.3 ppm(約 3.3 μM)の 14C-ピロキサスルホンを含む 70 ml の蒸留水








 植物体の根部を 20 ml のアセトニトリルで洗浄し、全植物体の重量を測定し
た。採取した植物体をハサミにより細断して 150 ml の含水アセトン(アセトン/
蒸留水 = 3/1, v/v)を加え、マイクロテック・ニチオン社のヒスコトロンを用
いて植物体を約5分間ホモジナイズした後、このホモジネートを吸引濾過した。
続いて、抽出残渣を同溶媒 50 ml で洗浄した溶液を濾液とあわせて植物体の抽
出液とし、減圧濃縮した溶液を含水アセトニトリル(アセトニトリル/蒸留水 = 
1/1, v/v) で 10 ml に 定 容 し た 。 植 物 体 抽 出 液 の 放 射 能 量 は 、
AQUASOL-2(PerkinElmer)をシンチレーターとして液体シンチレーションカウン
ター(LSC; TRI-CARB 2750TR/L/L, PerkinElmer)により測定した。抽出残渣の放
射活性はサンプルオキシダイザー(Model 307, PerkinElmer)で燃焼した後、
PERMAFLUOR E+(PerkinElmer)シンチレーター、CARBO-SORB E 14CO2 trapping 







した後、Merck 社の Silica gel 60F254 クロマトプレート(20×20 cm, 0.25 mm 
thick)にアプライした。1 次元目は酢酸エチル/クロロホルム/メタノール/ギ酸
(6/6/1/1, v/v)で展開して TLC プレートを充分に乾燥させ、2次元目は酢酸エチ
ル/メタノール/蒸留水/ギ酸(6/4/2/1, v/v)で展開して TLC プレートを充分に乾
燥させた後に TLC プレートをマイラーで覆い、イメージングプレート(IP)に約




代謝物の LC-MS 分析 
 植物体抽出液の一部をTLCプレートに帯状にアプライして酢酸エチル/メタノ
ール/蒸留水/ギ酸(6/4/2/1, v/v)で 1 次元展開し、各々の化合物に対応する領
域のシリカゲルをプレートからかき取った後、含水アセトニトリル(アセトニト
リル/蒸留水 = 1/1, v/v)で化合物を抽出した。その溶液の一部を 0.2 μm フィ
ルターに通した後、HPLC に供試した。以下に、LC-MS の詳細な条件を記載した。 
<HPLC> 
装置：ナノスペース+UV6000 (Total scan; 254 nm, SHISEIDO) 
カラム：CAPCELL PAK C18 UG120 4.6 mmI.D.×250 mm (SHISEIDO)、温度:35℃ 
移動相： MeCN/DW=10/90 (5 min hold)→(40 min)→50/50 (5 min hold)→(5 min)
→100/0 (5 min  hold)→(1 min)→10/90 (9 min hold)、流量:1 ml/min 
(各溶媒 0.5%酢酸を含む) 
<RI 検出器> 













M-29 の順に 46.7 min、7.8 min、4.0 min、14.0min であった。 
 
糖加水分解反応(M-29-glc の加水分解反応) 
 糖 加 水 分 解 酵 素 と し て 、 β -glucosidase(Sigma-Aldrich) 及 び
cellulase(Sigma-Aldrich)を用いた。3 mg のβ-glucosidase(2 units/mg)、7 mg
の cellulase(0.3 units/mg)、0.4 ml の酢酸バッファー(200 mM, pH 5.0)、1.2 
ml の M-29-glc を含む含水アセトニトリルから成る反応溶液を 37℃で 12時間イ







には 3.7 μg eq./g (amount of 14C-compound equivalent to pyroxasulfone / 
plant fresh weight)の 14C-化合物が吸収されており、処理 4 日後では 9.2 μg 
96 
 
eq./g まで増加した(Table 3-2)。また、薬剤処理した 4 日間で抽出画分に含ま
れる放射能量は植物幼苗に吸収された総放射能量の 87.5%以上であった(Table 
3-3)。コムギ抽出液を TLC 解析した結果、6 個のスポットが確認された(Fig. 
3-3A)。それらの内、3 つはピロキサスルホン、イソキサゾリン環のシステイン
抱合体(M-26)、M-26 のアミノ基が水酸基に置換した化合物(M-29)であることが
標準品を用いた co-TLC 及び LC-MS 解析により同定された(Table 3-1)。その他





M-29、M-29-glu が主要代謝物であった(Table 3-3)。処理 1日後ではコムギ幼苗
に吸収された総放射能量の 20%が親化合物であり、54.9%が主要代謝物に変換さ
れていた。また、ピロキサスルホン及び主要代謝物の濃度は順に0.74 μg eq./g、




日後で植物体には 2.3 μg eq./g の放射能が吸収されており、処理 4 日後では
4.7 μg eq./g まで増加した(Table 3-2)。また、薬剤処理した 4 日間で抽出画
分に含まれる放射能量は植物体に吸収された総放射能量の 85.4%以上であった
(Table 3-3)。リジッドライグラス抽出液を TLC 解析した結果、8 つのスポット
が確認された(Fig. 3-3B)。それらの内、6 個のスポットはコムギ抽出液中と同
様にピロキサスルホン、M-26、M-29、M-29-glc、M-26 の開環体と推定される代
謝物(Uk-1)、Uk-3 であった。一方、Uk-2 及び Uk-4 を同定することは出来なか
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った。処理 1日後の親化合物及び主要代謝物の割合は順に 46.4%、割合 21.9%で
あった。また、ピロキサスルホン及び主要代謝物の濃度は順に 1.07 μg eq./g、
0.50 μg eq./g であった。処理時間の経過につれて M-26、M-29、M-29-glu の割
合は増加し、何れの処理時間においても M-26 の割合が最も高かった。処理 1日
後で比較すると、リジッドライグラス幼苗ではピロキサスルホン濃度はコムギ




















Table 3-1 1H NMR data and MS data of authentic compounds
a) 1H NMR spectra of pyroxasulfone (in CDCl3) and M-15 (in CD3OD) were measured on a JEOL JMN-LA400 (400 MHz) 
spectrometer. 1H NMR spectra of M-26 and M-29 (in DMSO-d6) were measured on JEOL JMN-LA-300 (300 MHz) spectrometer. 
b) LC-ESI-MS spectra were measured on Thermo TSQ Quantum Discovery. Their analytical conditions were described in 
Materials and methods.
Compounds 1H NMR (δH, ppm) a) MS (m/z)b) MS/MS (m/z)b)
pyroxasulfone 1.52 (6H, s), 3.10 (2H, s), 3.87 (3H, s), 4.60 (2H, s), 6.87 (1H, t, JH,F=71.9 Hz)
390 [M-H]-, 450 [M+CH3CO2]- －
M-15
1.38 (6H, d, J=1.4 Hz), 2.07 (2H, d, J=1.4 Hz), 2.14-
2.24 (2H, m), 2.56 (2H, t, J=7.1 Hz), 3.17-3.22 (1H, m), 
3.54-3.59 (1H, m), 3.93 (2H, s), 
4.02 (1H, t, J= 6.5Hz), 4.79 (1H, m), 8.33 (1H, br)
403 [M-H]- 272, 254, 210, 179,143, 128(from 403)
M-26 1.31 (3H, s), 1.33 (3H, s), 2.89 (2H, s), 3.33-3.58 (2H, m), 4.13 (1H, m), 9.09 (2H, br)
260 [M+CH3CN+H] +, 
219 [M+H] +, 143 [M-75] + －
M-29 1.30 (6H, s), 2.87 (2H, s), 3.17 (1H, br), 3.30 (1H, br), 4.19 (1H, br) 220 [M+H]
+ 202, 156, 121, 82
(from 220)
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1 13.5 0.6 14.1 3.73.82
2 23.5 2.4 25.9 6.04.30
4 32.9 4.7 37.6 9.24.10
1 3.5 0.6 4.1 2.31.82
2 5.3 0.6 5.9 3.11.89







Amount of radioactivity in plants (μg eq.) a)
a) Values are expressed as the amount equivalent to pyroxasulfone.
b) Concentration is the amount of parent compound equivalent (μg eq.) to plant fresh weight (g). 
Table 3-2 Amount of radioactivity in plant seedlings treated wtih [Iso-14C]pyroxasulfone
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Table 3-3 Ratio of pyroxasulfone and its metabolites in plant seedlings
a) Values in parentheses indicate concentration (μg eq./g)
Pyroxasulfone
Uk-1M-29-glcM-29M-26 Uk-2 Uk-3 Uk-4
1 20.0(0.74) a) 6.722.716.116.1 < 0.5 3.9 < 0.5
2 10.0(0.60) 8.333.810.614.7 < 0.5 5.9 < 0.5
4 6.1(0.56) 3.645.29.6< 0.5 < 0.5 8.9 < 0.5
1 46.4(1.07) 4.64.63.613.7 1.8 2.7 3.6
2 26.4(0.82) 8.210.08.218.2 1.8 3.6 6.4
4 9.1(0.43) 8.213.710.024.6 1.8 8.2 7.3
Rigid
ryegrass
Percent in plant seedlings (%)
Plant Day after 
treatment
Wheat

















































Fig. 3-1 Compounds used in metabolism study. (A) [Iso-3-14C] pyroxasulfone; (B) Authentic compounds.
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2 Days sample 2 Days sample
Uk-3
Fig. 3-3 Thin layer chromatogram of metabolites present in the extract from wheat 


























































Liberation of glycine and glutamic acid
(Not detected in this study)
Fig. 3-5 Schematic representation of proposed route of pyroxasulfone metabolism in wheat 
and rigid ryegrass. Bold arrows shows the major route of pyroxasulfone metabolism. 
Pyroxasulfone
＊




























































1           2           4
Days after treatment
1           2           4
Days after treatment
Fig. 3-6 Comparison of the content of pyroxasulfone and its metabolites, supposedly 
























キサゾリン環のグルタチオン抱合により M-15 が生成し、M-15 からグリシン及び
グルタミン酸の脱離により M-26 が生成すると推察された。さらに、M-26 の酸化



































ついて述べた。第 1章では両薬剤の VLCFA 生合成系及び VLCFAE 活性に対する影
響を解析することで作用点を同定し、両剤が従来の VLCFAE 阻害型除草剤とは異
なる性質を有していることを示した。第 2 章では、第 1 章で両剤の阻害を解析























は VLCFAE を主作用点とすることが分かった。また、標的酵素である VLCFAE の
感受性の違いがピロキサスルホンの作物雑草間の選択性の一要因となっている










対象作物 VLCFAE、並びにフェノキサスルホンの食用ヒエ VLCFAE に対する阻害活
性とプレインキュベーション時間との関係から、両剤は VLCFAE を可逆的に阻害
していることを明らかにした。この結果は、従来の VLCFAE 阻害型除草剤とは異
なり、新しい VLCFAE 阻害機構を提示しているものと考えられた。 
 しかしながら、植物ミクロソームには複数の VLCFAE が存在しており[32]、両
剤の阻害を解析したVLCFAE活性は複数の酵素活性の総和に対するものであると




を解析するために、既知のシロイヌナズナ VLCFAE である FAE1 を選び、出芽酵
母を用いて検定系を構築した。 
シロイヌナズナ FAE1 阻害試験では、VLCFAE 阻害型除草剤は植物に存在する
FAEタイプのVLCFAE活性のみを特異的に阻害することが分かっていることから、
カフェンストロール処理区[32]を陰性対照区として阻害試験を行った。その結












VLCFAE であると推察され、イネにはシロイヌナズナと同様に複数の VLCFAE が存
在していることを明らかにした。 
 単一のイネ VLCFAE に対する検定系は、シロイヌナズナ FAE1 と同様に出芽酵
母を用いて構築を試みた結果、出芽酵母中で 2 つのイネ VLCFAE(Q6Z6C7 及び
Q5Z6S3)は発現していることが示されたが、組換え酵母中で VLCFA 含有量の上昇
を確認出来なかった。これに関しては、活性型タンパク質として発現していな














養細胞と比較して、VLCFA 含有量及び VLCFAE 活性が有意に上昇し、Q6F365 遺伝
子転写量が極めて高くなっていた。従って、Q6F365 タンパク質がイネ VLCFAE の
一つであると同時に、イネ培養細胞を用いた検定系の構築が示された。 
 イネ Q6F365 に対する阻害試験では、Control イネ培養細胞中の VLCFAE 活性と
イネ Q6F365 遺伝子を導入したイネ培養細胞中の VLCFAE 活性の差が発現したイ
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結果から、単一の植物 VLCFAE に対しても従来の VLCFAE 阻害型除草剤の標的酵
素阻害機構[17,25,35,37]とは異なる新たな阻害機構が明らかになった。また、
ピロキサスルホンの阻害様式がシロイヌナズナ FAE1 とイネ Q6F365 で異なって
いた。イネ Q6F365 及びシロイヌナズナ FAE1 は系統樹において遠方にクラスタ
リングされており、両VLCFAEの酵素的性質の違いを反映していると推察された。 
両イソキサゾリン系除草剤及びメタザクロールがシロイヌナズナFAE1を不可
逆的に阻害したこと、ピロキサスルホンのシロイヌナズナ FAE1 及びイネ Q6F365
に対する阻害様式が異なっていることを考慮すると、薬剤と VLCFAE との相互作
用は薬剤の化学構造ではなく、酵素の分子種に依存している可能性が考えられ














有する VLCFAE 阻害型除草剤の研究開発に貢献出来ると考えている。 








































第 1 章 
両イソキサゾリン系除草剤の対象雑草に及ぼす作用症状から、VLCFAE を作用













合成の主要な出発物質は C16:0 であると推察された。 
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4. 両イソキサゾリン系除草剤は黄化幼苗から調製した VLCFAE 活性を低濃度で
阻害したことから、主作用点は VLCFAE であることが明らかになった。 
5. VLCFAE の感受性の違いが、ピロキサスルホンの作物雑草間の選択性の一要因
であることが分かった。 
6. 両イソキサゾリン系除草剤の VLCFAE 阻害活性が生育阻害活性に比べて弱い
のは、連続反応阻害による相乗効果で説明出来ると考えられた。 




 第 1章で可逆的な阻害様式が示唆された VLCFAE 活性は複数の酵素活性の総和 
であることから、単一のシロイヌナズナ及びイネの VLCFAE に対する検定系を構 
築し、両剤の阻害を解析した。 




2. ピロキサスルホンの感受性モデル植物であるイネの VLCFAE をシロイヌナズ
ナ VLCFAE のアミノ酸配列を用いた相同性解析により、イネには少なくとも








発現できていない、あるいは VLCFAE に触媒される縮合反応以降の 3反応を
触媒する酵素と相互作用出来ない可能性が示された。そこで、それらの原因
をクリア出来ると考えたイネ培養細胞を用いる検定系の構築に成功すると
共に、イネ Q6F365 がイネの VLCFAE の 1 つであることを明らかにした。 
5. ピロキサスルホンはイネ Q6F365 の VLCFAE 活性を低濃度で阻害した。また、
本剤はイネ Q6F365 を可逆的に阻害したことから、単一の VLCFAE に対しても
従来の知見とは異なる新しい VLCFAE 阻害機構が明らかになった。 





7. 従来の VLCFAE 阻害型除草剤はイソキサゾリン系除草剤と同様にネズミムギ
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